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(57) Tiivistelma - Sammandrag 

Keksinto kohdistuu menetelmaan proteiinien eristamiseksi 
herasta, jossa saatetaan hera tai sen konsentraatti, sulfiitti-io- 
neja muodostava reagenssi ja hapettava yhdiste kosketukseen 
heraproteiinin sulfitolysoimiseksi ja hapcttamiseksi, saoste- 
taan sulfitolysoitu ja hapetettu heraproteiini herasta tai sen 
konsentraatista happamassa pH:ssa ja otetaan saostunut sulfi- 
tolysoitu ja hapetettu heraproteiini talteen tuoteseoksesta ja 
suoritetaan sille mahdollinen jalkikasittely. Kayttamalla ha- 
pettimena elintarvikelaatuista hapettavaa yhdistetta ja Iam- 
potilaa valilla 25-55°C, hapettava yhdiste saadaan reagoi- 
maan suoraan sulfitolysoidun heraproteiinin kanssa, jolloin 
katalyytin kayttoon liittyvista haitoista paastaan. 
Uppfinningen beror ett forfarande for isolering av proteiner 
ur vassla, dar vassla eller ett koncentrat darav, ett sulfitjonbil- 
dande reagens och en oxiderande forening bringas i kontakt 
for sulfitolys och oxidation av vassleproteiner, det sulfitoly- 
serade och oxiderade vassleproteinet utfalles ur vasslan eller 
en koncentrat darav vid sur pH och det utfallda sulfltolysera- 
de och oxiderade vassleproteinet tillvaratages ur produkt- 
blandningen och utsattes eventuellt for efterbehandling. 
Genom att som oxidationsmedel anvanda en oxiderande for- 
ening av livsmedelskvalitet och en temperatur mellan 25- 
55°C uppnas den fordelen, att den oxiderande foreningen 
omsattes direkt med det sulfitolyserade vassleproteinet, var- 
vid nackdelarna med anvandning av oxidationskatalysatorer 
kan undvikas. 
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Menetelma heraproteiinien eristamiseksi 

Keksinto koskee menetelmaa proteiinin eristamiseksi herasta, jossa 
5 a) saatetaan hera tai sen konsentraatti, sulfiitti-ioneja muodostava reagenssi ja ha- 
petin kosketukseen heraproteiinin sulfonoimiseksi eli sulfitolysoimiseksi ja hapet- 
tamiseksi, 

b) saostetaan sulfitolysoitu ja hapetettu heraproteiini herasta tai sen konsentraatista 
happamassa pH:ssa ja 
10 c) otetaan saostunut sulfitolysoitu j a hapetettu heraproteiini talteen tuoteseoksesta ja 
suoritetaan sille mahdollinen jalkikasittely. 

Heraproteiinit ovat muihin ravintoproteiineihin nahden taysin ylivoimaisia, mita tu- 
lee niiden ravintoarvoon ja erityisesti lysiini- ja metioniinipitoisuuteen. Herapro- 
1 5 teiinien talteenotto ja kaytto ihmisravinnossa vahentaisi myos juustotuotannon 
kustannuksia. Vaikka heraproteiinin kaytolla on potentiaalia ihmisravintona, paa- 
esteet nayttavat talla hetkella olevan (1) sen talteenottoprosessin kalleus ja (2) 
konsentraatin tai isolaatin huonot funktionaaliset ominaisuudet, kuten liukoisuus, 
emulgointikyky, geelinmuodostuskyky ja vaahdonmuodostuskyky. 

20 

Heran proteiinien eristysta vaikeuttaa niiden hyva liukoisuus eika siihen voida vai- 
kuttaa pH:n muutoksella valilla pH 2-9 proteiinien ollessa natiivissa muodossa. 
Proteiinien eristys tapahtuu neljan paamenetelman mukaisesti; 1. denaturointi ja sa- 
ostus, 2. ultrasuodatus, 3. ioninvaihto ja 4. kemiallinen muuntelu ja saostus. 

25 

Yleisimmin tunnettu menetelma heraproteiinien eristamiseksi on denaturointi eli 
kuumennus ja pH:n laskeminen happamelle puolelle. Eristys on suoritettavissa talo- 
udellisesti esimerkiksi seuraavasti: hera konsentroidaan noin 20 %:n kuiva-ainepi- 
toisuuteen, pH saadetaan valille 6,0 - 7,0, proteiinit denatm*oidaan pitamalla lampo- 
30 tila 90°C:n ylapuolella 10-30 min, minka jalkeen proteiinit saostetaan laskemalla pH 
4,4 - 5,0:aan. Tuloksena saatu proteiini on menettanyt lahes kaikki tarkeimmista em. 
funktionaalisista ominaisuuksistaan. Sita kaytetaan paaasiassa erilaisissa levitteissa 
esimerkiksi sulatejuustoissa, osittain tai kokonaan korvaamaan juusto. Hill, etaL, 
Can. Int. Food Sci. Technol. J. 15, (1982) 155-160. 

35 

Nykyaan heran proteiinit eristetaan paaasiassa proteiinikonsentraattina ultrasuodat- 
tamalla ja kuivaamalla tai proteiini-isolaattina kayttamalla ioninvaihtoadsorptio- 
tekniikkaa ja kuivaamalla. Molemmilla menetelmilla on mahdoilista saada eristetyt 
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proteiinit funktionaalisina. Maaraavana tekijana naidenkin tuotantomenetelmien va- 
linnassa on tuotteen funktionaalisuus ja sen tuotantokustannukset. 

Proteiinikonsentraattien koostumuksessa, funktionaalisuudessa seka aistittavissa 
ominaisuuksissa esiintyy suurta vaihtelua ja sen vuoksi teollisuus vieroksuu niiden 
kayttoa. Vaihtelu johtuu heran erilaisesta koostumuksesta, esikasittelyn seka valmis- 
tus- ja kasittelyolosuhteiden erilaisuudesta. 

Proteiiiii-isolaateissakin esiintyy edella mainituista syista eri ominaisuuksien vaihte- 
lua. Ioninvaihtoadsoiptiomenetelma niiden valmistamiseksi tasaa vaihtelua jonkin 
verran ja antaa koostumukseltaan erilaisen lopputuotteen kuin proteiinikonsentraatti 
on. 

Julkaisun Morr ja Foegeding, Food Technol. 44 (1990) 100-1 12, mukaisen aineis- 
ton, jossa oli kolme heraproteiini-isolaattia ja kahdeksan konsentraattia, analyysi 
osoitti naiden eroavan selvasti koostumukseltaan. Konsentraattien ja isolaattien 
koostumuksen keskimaaraiset arvot olivat vastaavasti seuraavat: proteiinipitoisuus 
73,8 ja 91,0 %, ei-proteiinityppi 3,10 ja 0,32 %, vesi 5,13 ja 3,75 %, tuhka 4,27 ja 
1,82 %, laktoosi 3,92 ja 0,57 % seka rasva 5,00 ja 0,57 %. 

Saman julkaisun mukaan isolaatit olivat selvasti funktionaalisempia ja laadukkaam- 
pia kuin konsentraatit rasvan ja proteiinin maaraan nahden seka proteiinin liukoi- 
suuden, vaahtoavuuden ja vaahdon pysyvyyden, proteiinin denaturoimattomuuden 
ja kokkareisuuden seka maun ja hajun suhteen. Konsentraattien suhteellisen korkea 
laktoosi- ja mineraalipitoisuus seka heikko maku ja haju olivat tekijoita, jotka ra- 
joittivat konsentraattien kayttoa elintarviketeollisuudessa. 

Heraproteiini-isolaattien hyvia ominaisuuksia ja kayttokelpoisuutta rajoittaa valmis- 
tusmenetelmasta johtuva tuotteen korkeahko hinta. 

Muuttamalla proteiinien rakennetta kemiallisella reaktiolla voidaan vaikuttaa mole- 
kyylin varaukseen, avaruusrakenteeseen ja siten eraisiin muihinkin ominaisuuksiin, 
kuten liukoisuuteen, viskositeettiin, vaahtoavuuteen ja osittain emulgointiominai- 
suuksiinkin. 

Kaytannollisin ja yksinkertaisin kemiallinen menetelma proteiinin molekyylin ra- 
kenteen muuntelussa on oksidatiivinen sulfitolyysi eli sulfitolyysi ja hapetus. Siina 
proteiinien aminohappoketjujen valiset rikkisillat eli disulfidisidokset aukaistaan, 
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kun lisaamalla sulfiitti-ioneja kaynnistetaan hapetuspelkistysreaktio, jossa toinen 
rikki hapettuu sulfonaatiksi ja toinen pelkistyy sulfhydryyliiyhmaksi. 

Lisaamalla mukaan viela hapettava tekija hapettuvat vapaat sulfhydiyyliiyhmat jal- 
5 leen disulfidisidoksiksi, jotka puolestaan jatkavat reaktiossa niin kauan, kunnes 

kaikki sulfhydryyliryhmat ovat sulfonoituneet tai reaktion jokin muu tekija on muo- 
dostunut rajoittavaksi. Oksidatiivisen sulfitolyysin periaate on kuvattu seuraavassa 
kaaviossa: 

10 2RS - SR + 2HS0 3 - ^ 2RS-SO3 + 2RSH 

sulfitolyysi 
2RSH + hapetin — » RS - SR + 2H-hapetin 
hapetus 

15 RS - SR + 2HSO3- + hapetin 2RS-SO3- + 2H-hapetin 

kokonaisreaktio 

Siina RS - SR kuvaa proteiinimolekyylia, joka koostuu kahdesta aminohappoketjus- 
ta R, jolloin S - S on kahden aminohappoketjun valissa oleva disulfidisidos, joka 
20 yhdistaa aminohappoketjut ja pitaa niita osaltaan lukittuna tiettyyn asentoon. Muun- 
netut proteiinimolekyylit ovat saostettavissa liuoksesta laskemalla pH:ta sulfitolyy- 
sireaktion pH:sta pH 3-5:een. 

Oksidatiivista sulfitolyysia on julkaisussa Kella, N.K.D., et al., J. Agr. Food Chem., 
25 37 (1989), 1203-1210, kaytetty heran proteiini-isolaattien molekyylien muunteluun 
tarkoituksena vaikuttaa proteiinien funktionaalisiin ominaisuuksiin kuten liukoisuu- 
teen, viskositeettiin, vaahtoavuuteen ja vaahdon pysyvyyteen. Ominaisuuksiin vai- 
kuttavcina tekijana oli disulfidisidosten vahentaminen suhteessa alkuperaisten disul- 
fidisidosten kokonaismaaraan. Tietyt ominaisuudet paranivat tai huononivat disulfi- 
30 disidosten vahetessa. Mm. liukoisuus huononi alle 5 %:n jo 25 %:n disulfidisidok- 
sista kadottua ja samalla liukoisuus-pH-kayran liukoisuusminimi muuttui seuraa- 
vasti; disulfidisidosten poistuma %:eina seka vastaava lixikoisuusminiini pH-astei- 
kolla: 25 % - pH 4,75; 50 % - pH 4,38; 75 % - pH 4,2; ja 100 % - pH 4,0. 

35 Muuntelureaktiossa proteiini-isolaattien konsentraatio oli 1,0 % ja sulfiitin 0, 1 M, 
urean 4 M seka pH 7,0 ja lampotila 25°C. Hapettavana tekijana kaytettiin jiuoksen 
lapi puhallettua happea ja katalysaattorina CuS04:a liuotettuna 800 mM konsent- 
raatioon. Eriasteisesti muunnellut proteiini-isolaatit eristettiin saostamalla ammo- 
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niumsulfaatilla, jota lisattiin liuokseen niin paljon, etta siita muodostui 50 %:isesti 
kyllastetty. Muuttuneita liukoisuusominaisuuksia ei kaytetty hyvaksi proteiinien 
eristamisessa. 

5 Julkaisussa Gonzalez, J.M., Damodaran, S., J. Food Sci., 55 (1990) no 6, 1559- 
1563, kaytettiin oksidatiivista sulfitolyysia tarkoituksena eristaa sellaisen makean 
raakaheran proteiineja, jonka proteiinipitoisuus on noin 0,6 %, lahes samoissa koe- 
olosuhteissa kuin edella; pH 7,0, sulfiittikonsentraatio 0, 1 M, lampotila 25 °C seka 
hapettimena happi ja katalysaattorina Cu+^-ioni CuCC>3:na, mutta tassa tapauksessa 

10 kiinteina helmina ja pakattuna lasikolonniin. Sulfitolyysin tuote hapetettiin sulfo- 
naattijohdannaiseksi kierrattamalla sita mainituilla helmilla taytetyssa kolonnissa. 
Sen jalkeen helmijaannokset poistettiin nestemaisesta reaktioseoksesta sentrifugoi- 
malla. Sulfonoidut ja kuparin kanssa kelatoituneet proteiinit eristettiin fiinktionaali- 
sina saostamalla pH:ssa 4,5. Ennen saostamista liuoksesta jouduttiin kuitenkin 

15 poistamaan sulfonoituun heran proteiiniin kelatoitunut kupari EDTA-kasittelylla. 

Tassakin oli kysymyksessa tyolas ja monimutkainen laboratoriomittakaavan toteutus 
kalliilla laitteistolla ja kemikaaleilla, kuten edellisessa artikkelissa. Korotetun 1am- 
potilan reaktiota nopeuttavaa vaikutusta ei voida hyodyntaa, silla hapen liukoisuus 
ja siten sen pitoisuus alenee. Suolatkin alentavat liuoksen happipitoisuutta. 

20 

Heran proteiinien eristamista toimivina tuotteina taloudellisesti on pyritty toteutta- 
maan jo kauan kayttamalla hyvaksi monenlaisia menetelmia, mutta esitetyt ratkaisut 
ovat olleet puutteellisia useastakin syysta. 

25 Edella esitetyt sovellutukset, jotka perustuivat oksidatiiviselle sulfitolyysille, eivat 
joko pyrkineet tarjoamaan ratkaisua eristamiselle, vaan ainoastaan tiettyjen ominai- 
suuksien muunteluun, tai esitetty ratkaisu on niin vaikeasti hyodynnettavissa tuotan- 
tomitassa, ettei se ole ollut toteuttamiskelpoinen. 

30 Keksiimon tarkoituksena on aikaansaada menetelma heran proteiinien eristamiseksi, 
joka on mahdollisimman taloudellinen ja yksinkertainen. Keksinnossa pyritaan 
myos sellaiseen heran proteiinien eristamismenetelmaan, joka tuottaa mahdollisim- 
man funktionaalista eli emulgointikykyista, geelinmuodostuskykyista ja vaahdon- 
muodostuskykyista proteiinia. Tavoitteena on myos mahdollisimman terveellisen ja 

35 miellyttavan seka ihmisravinnoksi kelpaavan heran proteiinien valmistusmenetelma. 

Keksinnossa pyritaan myos menetelmaan, jolla proteiinin koostumus saadaan halu- 
tuksi. 
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Nama tavoitteet on nyt saavutettu uudella menetelmalla heran proteiinien eristami™ 
seksi, jolle paaasiassa on tunnusomaista se, mita sanotaan patenttivaatimuksen 1 
tunnusmerkkiosassa. 



5 Keksinnossa on siis oivallettu, etta sellaisessa menetelmassa, jossa heraproteiini 
sulfitolysoidaan, hapetetaan ja saostetaan, hapettimena kannattaa kayttaa elintarvi- 
kelaatuista hapettavaa yhdistetta oleellisesti ilman katalysaattoria ja sellaista valilla 
25-55°C olevaa lampotilaa, jossa hapettava yhdiste reagoi suoraan sulfitolysoidun 
heraproteiinin kanssa. Kannattaa siis kayttaa korkeampia lampotiloja kuin aiemmin 

10 reaktioiden nopeuttamiseksi ja reaktiotasapainojen siirtamiseksi tuotteiden puolelle 
seka uusien, elintarvikelaatuisten hapetinten kayton mahdollistamiseksi. Hapettava- 
na tekijana kannattaa kayttaa elintarvikelaatuista kemikaalia, joka toimii optimaali- 
sesti kaytetyissa olosuhteissa aiheuttamatta vahingollisia sivureaktioita. Tassa suh- 
teessa eo. keksinto poikkeaa edukseen em. julkaisun Gonzalez et al. menetelmasta, 

15 jossa ei kayteta korotettua lampotilaa ja joudutaan kayttamaan hapettimen lisaksi 
katalysaattoria, joka on poistettava seka reaktioseoksesta etta valmiista lopputuot- 
teesta. 



Keksinnon mukaisen menetelman lahtoaineena kaytetaan joko juustontuotannosta 
20 saatavaa heraa sellaisenaan tai sitten sen konsentraattia. On edullista, mikali vaiheen 
a) sulfitolyysissa ja hapetuksessa kaytetaan raaka-aineena herakonsentraattia, jonka 
vakevyys on 4-16-kertainen verrattuna heraan, jolloin sen heraproteiinipitoisuus on 
edullisesti noin 2-7 paino/tilavuus-%. Eristettavien proteiinien saannon parantami- 
seksi ja prosessissa tarvittavien kemikaalien maaran vahentamiseksi hera konsent- 
25 roidaan siis edullisesti siten, etta poistettu vesimaara on vahintaan noin 75 paino-%. 

Keksinnossa heran tai sen konsentraatin proteiinit saatetaan reagoimaan sul£iitti-io» 
nia muodostavan reagenssin kanssa. Sulfiittia muodostavana reagenssina voidaan 
kayttaa mita tahansa kemian alalia tunnettua sulfiitti-ionia muodostavaa reagenssia. 

30 Eraan suoritusmuodon mukaan sulfiitti-ionia muodostavana reagenssina kaytetaan 
sulfiittia, vetysulfiittia ja/tai metabisulfiittia. Talloin ko. suolojen kationisena kom- 
ponenttina voidaan kayttaa mita tahansa suolan kationia, kuten ammoniumia, tai 
jaksollisen jarjestelman jonkin ryhmista 1-4 metallia, kuten alkalimetallia tai maa- 
alkalimetallia. On edullista kayttaa sulfiittia muodostavana reagenssina alkalimetal- 

35 lin tai maa-alkalimetallin sulfiittia, vetysulfiittia ja/tai metabisulfiittia, edullisimmin 
natriumsulfiittia, natrium vetysulfiittia ja/tai natriummetabisulfiittia. Olemme havain- 
neet, etta kaikkein parhaimmat tulokset saadaan, mikali eo. keksinnon mukaisessa 
menetelmassa kaytetaan natrium vetysulfiittia. 
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Lopputuotteiden toiminnallisiin ja muihin ominaisuuksiin pystytaan vaikuttamaan 
valmistusprosessin sulfitolyysissa maarittelemalla sulfiitin maaran suhde heraprote- 
iinissa olevien disulfidisidosten maaraan. Tyypillinen tapa laskea heraproteiinin 
sulfitolyysiin tarvittava sulfiittimaara loytyy em. julkaisusta Gonzalez, J.M. ja Da- 
modaran, S., J. Food Sci. 55 (1990), 1559-1563, jonka esitys liitetaan tahan viit- 
teeksi. Eraan suoritusmuodon mukaan vaiheen a) sulfitolyysissa sulfiittia muodosta- 
van reagenssin pitoisuus on sellainen, etta sulfiitin konsentraatio sulfitolyysiseok- 
sessa on valilla noin 0,02 - 0,20 M, edullisesti 0,05-0, 10 M. 

Menetelman vaiheessa a) suoritetaan siis heran tai sen konsentraatin proteiinien sul- 
fonointi eli sulfitolyysi ja hapetus. Hapettimena kaytetaan keksinnon mukaisesti 
elintarvikelaatuista hapettavaa yhdistetta ja sellaista lampotilaa, jossa tama hapet- 
tava yhdiste reagoi spontaanisti ja suoraan sulfitolysoidun heraproteiinin kanssa. 
Elintarvikekelpoisia hapettimia tunnetaan alalia paljonkin, mm. elintarvikkeiden ja 
niiden puolivalmisteiden valkaisusta, kypsentamisesta ja vettamisesta. Kirjallisuus 
mainitsee mm. erilaiset entsyymit, kuten aspergillus-flavus-oryzae-entsyymi, or- 
gaaniset peroksidit, kuten asetoniperoksidi ja bentsoyyliperoksidi, epaorgaaniset pe- 
roksidit ja peroksisuolat, kuten ammoniumperoksisulfaatti, kaliumperoksisulfaatti ja 
kalsiumperoksidi, myrkyttomat atsoyhdisteet, kuten atsodikarbonamidi (ADA), nit- 
rosyylikloridi, L-kysteiini, halogenaatit kuten kaliumbromaatti, bromaattien ja jo- 
daattien seokset, seka kalsium- tai kaliximjodaatti. Myos yhdisteita, kuten kalsiums- 
tearoyyli-2-laktylaattia, klooria, puhdasta happea ja askorbiinihappoa on kaytetty 
elintarvikekelpoisina hapettimina. On edullista, mikali eo. keksinnon vaiheessa a) 
kaytetaan elintarvikelaatuisena ja hapettavana yhdisteena elintarvikelaatuista perok- 
sidiyhdistetta ja/tai halogenaattia, edullisesti vastaavasti kalsiumperoksidia CaC>2 
ja/tai kaliumbromaattia KB1O3. Edullinen elintarvikelaatuisen hapettavan yhdisteen 
pitoisuus on valilla noin 0,01 • O act - 0, 15 • O act paino/tilavuus -%, jossa O act 
tarkoittaa yhdisteen aktiivisen hapen pitoisuutta. 

Keksinnon mukaisen menetelman optimoimiseksi on maariteltava myos sopiva re- 
aktiolampotila, saostuksessa kaytetty pH seka pH:n muutoksissa kaytetyt hapot ja 
emakset seka sopivat toimenpiteet ja menetelmat haluttujen ominaisuuksien saami- 
seksi tuotteelle, joka voi olla proteiinitahnaa tai suihkekuivattua jauhetta. 

Eraan edullisen suoritusmuodon mukaan vaiheen a) sulfitolyysi- ja hapetuslampotila 
on noin 30-50°C. Edullinen pH, jossa sulfitolyysi ja hapetus tapahtuu on valilla noin 
5,0 - 8,5. 
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Keksinnon eraan edullisen suoritusmuodon mukaan vaiheen a) sulfitolyysi ja hape- 
tus suoritetaan kahdessa alivaiheessa siten, etta aj) saatetaan hera tai sen konsent- 
raatti kosketukseen sulfiitti-ioneja muodostavan reagenssixi kfciissa heraproteiinin 
5 sulfitolysoimiseksi ja a2) saatetaan vaiheen aj) sulfitolysoitu heraproteiini koske- 
tukseen elintarvikelaatuisen hapettavan yhdisteen kanssa sulfitolysoidxin heraprote- 
iinin hapettamiseksi. Talloin alivaihe aj) suoritetaan edullisesti pH:ssa noin 6,0 - 
7,5 ja edullisimmin pH:ssa 6,5 - 7,0, jolloin reaktioaika on edullisesti noin 10-50 
minuuttia. Alivaihe a2) suoritetaan edullisesti pH:ssa noin 5,0 - 7,0 ja edullisimmin 
10 pH:ssa noin 5,5 - 6,5, jolloin reaktioaika on edullisesti noin 15-60 minuuttia. Vai- 
heissa aj) ja a2) kaytetaan edullisesti samaa eli edella mainittua vaiheen a) lampo- 
tilaa. 

Edella mainituilla tekijoilla pystytaan vaikuttamaan my 6s lopputuotteen toiminnal- 
15 listen ja muiden ominaisuuksien lisaksi saostettujen proteiinien saantoon seka heran 
sisaltamien eri proteiinien, P-laktoglobuliini, a-laktalbumiini ja naudanseerumial- 
bumiini (BSA), maarasuhteisiin saosteessa ja suodoksessa. 

Keksinnon mukaisessa menetelmassa suoritetaan ensin heran tai sen konsentraatin 
20 sulfitolyysi ja hapetus ja sen jalkeen sulfolysoidun ja hapetetun heraproteiinin saos- 
tus heran tai sen konsentraatin reaktioseoksesta happamassa pH:ssa. Saostusvaihe b) 
suoritetaan edullisesti kayttamalla pH-arvoa noin 2,5 - 6,5 ja kaikkein edullisimmin 
pH-arvoa 3,0 - 5,0. Talloin sulfitolysoitu ja hapetettu heraproteiini saostuu ja pH:n 
ollessa selvasti happaman puolella ja lampotilan ollessa tarpeeksi korkea, edullisesti 
25 valilla 25-55°C, edullisimmin valilla 30-50°C, tapahtuu lisaksi sulfitolyysissa ja ha- 
petuksessa syntyneiden sulfoniryhmien poistuminen rikkidioksidina, joka johdetaan 
vastaanottosailioon kaytettavaksi uudelleen sulfitolyysissa. Siten sulfitolyysin rik- 
kidioksidi saadaan talteen eika prosessi rasita ymparistoa. 

30 On edullista, mikali keksinnon mukaisen menetelman saostusvaiheessa b) kaytetaan 
hidasta pH-arvon saatamista mainittuxm saostus-pH-arvoon. Erityisen edullista on, 
mikali pH-arvon saato siirryttaessa vaiheen a) sulfitolyysi sta ja hapetuksesta vaiheen 
b) saostukseen tapahtuu 10-40 minuutin aikana. Yleensa vaiheen b) pH:n saadon 
jalkeen suoritetaan seoksen sekoitus, joka edullisesti kestaa noin 10-60 minuuttia. 

35 

Eristamisprosessissa syntyy helposti viivytyksia, jos sulfonointi- ja saostamisvai- 
heessa b) kaytetaan perakkaista kasittelya. Nopeutumista voidaan helposti aikaan- 
saada kayttamalla ns. vuorokasittelya, jolloin toista reaktoria voidaan samaan aikaan 
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tyhjentaa ja tayttaa uudelleen, kun toisessa reaktorissa tapahtuu sulfonointi ja saos- 
taminen. 

Keksinnon mukaisessa menetelmassa oksidatiivinen sulfitolyysi saadaan siis aikaan 
5 elintarvikelaatuisella, hapettavalla kemikaalilla, jonka aiheuttama reaktio on saadet- 
tavissa kemikaalin maaralla ja ulkoisilla olosuhteilla, kuten pH.lla, lampotilalla ja 
vaikutusajalla niin, etta lopputulos on halutun laatuinen maun, ravitsevuuden, toimi- 
vuuden ja proteiinikoostumuksen suhteen. 

10 Saostusvaiheen b) jalkeen seuraa loppuvaihe c), jossa saostunut sulfitolysoitu ja ha- 
petettu heraproteiini otetaan talteen tuoteseoksesta ja mahdollisesti jalkikasitellaan. 
Eraan suoritusmuodon mukaan vaiheessa b) saostettu sulfolysoitu ja hapetettu hera- 
proteiini konsentroidaan ja pestaan vaiheessa c), edullisesti mikrosuodatuksen avul- 
la. Eristysta voidaan jatkaa siten, etta vaiheen c) saostekonsentraatista poistetaan 

15 vesi sentrifugoimalla tai suodattamalla esim. nauha- tai rumpusuodattimella, jolloin 
tuloksena syntyy kayttokelpoista proteiinitahnaa. Proteiinitahna voidaan tehda tuot- 
teena kayttokelpoisemmaksi nostamalla sen pH arvoon 6-8 emaksella tai emasseok- 
sella, joka edullisesti on NaOH tai NaOH:n, Ca(OH)2:n ja KOH:n seos, jolloin 
Ca(OH)2:n maara edullisesti on sellainen, etta se korvaa vahintaan alkuperaisen 

20 Ca:n maaran. 

Vaiheen c) saostekonsentraatin jatkojalostus voidaan myos suorittaa siten, etta se 
suihkukuivataan jauhetuotteeksi, jolloin saostekonsentraatin pH on edullisesti saa- 
detty sita ennen arvoon 6-8 emaksella tai emasseoksella, joka edullisesti on sama 
25 kuin em. tahnan pH:n saadossa. 

Keksinnon eraan suoritusmuodon mukaan heran proteiinien eristaminen tapahtuu 
seuraavina jaksoina: heran konsentrointi ultrasuodattamalla, konsentraatin proteii- 
nien rakenteen muuttaminen sulfitolyysin ja hapetuksen avulla, saostaminen laske- 
30 malla pH:ta, saostuneiden proteiinien konsentrointi ja pesu mikrosuodattamalla, 

erottaminen sentrifugoimalla tai suodattamalla tai suihkukuivauksella ja saostumat- 
tomien proteiinien konsentrointi ja pesu ultrasuodattamalla seka erottaminen suih- 
kekuivauksella. 

35 Heran konsentrointi aloitetaan mikrosuodatuksella, jolloin herasta poistetaan mah- 
dolliset kaseiinihiukkaset, vahennetaan bakteerien maaraa seka fosfolipoproteiinien 
maaraa. Mikrosuodatuksen tuloksena ultrasuodatus helpottuu. 
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Saatua mikrosuodatuksen suodosta ultrasuodatetaan 9000-40000 D:n kalvoilla pro- 
teiinipitoisuuden vakevoimiseksi alkuperaisesta noin 0,6 %:sta 4-16-kertaiseksi, mi- 
ka vastaa 2-7 %:n proteiinimaaraa. Edullinen konsentraatin proteiinivakevyys on al- 
kuperaisesta 8-kertainen eli noin 4 %. Silloin konsentraatin kuivapaino on 11-12 /o, 
5 mika johtuu paaasiassa laktoosista proteiinin lisaksi. 

Herakonsentraatin proteiinien rakenteen muuttaminen tapahtuu sulfitolyysin ja ha- 
petuksen avulla, jolloin disulfidisidosten sulfhydryyliryhmat seka vapaat sulfhyd- 
ryyliryhmat sulfonoidaan maarallisesti halutulle tasolle. Heraproteiinien sulfitolyysi 
10 ja hapetus toteutetaan tassa suoritusmuodossa seuraavalla tavalla: 

Herakonsentraattia, proteiinipitoisuus esimerkiksi 4 %, otetaan tarvittava maara re- 
aktoriin, jossa on tehokas sekoitus seka lampotilan ja pH:n mittaus ja saato. 

15 Konsentraatin lampotilaksi saadetaan 30°-50°C, esim. 35°-45°C. Lampotilan valinta 
johtuu mm. halutusta reaktionopeudesta, kaytetyista kemikaaleista seka eristettaville 
proteiineille halutuista funktionaalisista ja muista ominaisuuksista. Vakiolampoiseen 
herakonsentraattiin lisataan sulfiittia joko NaHS03:na, Na2S205:na tai Na2SC>3:na 
0,02-0,2 M, esim. 0,05-0,1 M, ja sekoitetaan tehokkaasti. Lisattavan sulflitin maara 

20 riippuu mm. proteiinikonsentraatiosta ja halutusta sulfitolyysiasteesta. 

pH saadetaan valille 6,0-7,0, esim. 6,5. pH:n saadossa kaytetaan elintarvikelaatuisia 
happoja ja emaksia, kuten HCl:a ja NaOH:ta. Reaktioaika, jona sulfiitti vaikuttaa 
proteiineihin, on 10-50 minuuttia, edullisesti 20-40 minuuttia. Aika maaraytyy 
25 edella mainittujen tekijoiden yhteisvaikutuksesta halutun reaktiotasapainon saavut- 
tamiseksi. 

Taman jalkeen lisataan reaktoriin hapetin. Hapettimena tulevat kyseeseen ne elin- 
tarvikelaatuiset hapettavat kemikaalit, joiden aktiivisuus on hallittavissa kyseisissa 

30 oiosuhteissa niin, etta proteiinit saadaan tehokkaasti eristetyksi ja niille halutut omi° 
naisuudet seka koostumus. Kayttokelpoisia kemikaaleja ovat mm. bromaatit, esim. 
KBrC>3 (aktiivisen hapen maara 28,6 %), ja peroksidit, esim. CaC>2 (aktiivisen ha- 
pen maara 22,2 %). Hapettimen maara maaraytyy hapetettavien sulfhydryyliryhmi- 
en seka hapettimen aktiivisen hapen maSran mukaan, esim. Ca02:n maara on 0,1- 

35 1,0 %, edullisesti 0,2-0,6 %, seoksen tilavuudesta (paino/tilavuus-%) herakonsent- 
raatissa, jossa proteiinipitoisuus on 2-7 %. 
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Herakonsentraatin pH:ksi saadetaan 5,0-7,0, esim. 5,5-6,5. pH:n valinta riippuu 
siita, kuinka nopeaksi hapetusreaktio halutaan ja miten sen halutaan vaikuttavan 
lopputuotteen ominaisuuksiin. Reaktiolampotila voidaan pitaa samaixa kuin sulfito- 
lyysissa tai muuttaa edella annettujen arvojen puitteissa reaktionopeuden saatelemi- 
5 seksi. 

Reaktioaika voi olla 15-60 minuuttia, edullisesti 30-45 minuuttia. Tana aikana kon- 
sentraattia sekoitetaan tehokkaasti. Ajan pituudella voidaan vaikuttaa reaktion tay- 
dellisyyteen ja aktiivisuuden kanssa proteiinien saantoon, koostumukseen ja ominai- 
10 suuksiin. 

Oksidatiivisen sulfitolyysin kaikilla tarkeilla muuttujilla^eli herakonsentraatin prote- 
iinipitoisuudella, sulfiitin maaralla, reaktioseoksen eri vaiheissa kaytetyilla pH:illa 
ja lampotiloilla, hapettavan yhdisteen ominaisuuksilla ja maaralla seka eri vaiheissa 
15 kaytetyilla reaktioajoilla voidaan vaikuttaa eristysprosessin eri osareaktioiden toteu- 
tumiseen ja kokonaisuutena koko prosessin lopputulokseen eli eristettavien proteii- 
nien maaraan, koostumukseen ja haluttuihin ominaisuuksiin. 

Proteiinit, halutun muuntelun jalkeen, saostetaan laskemalla pH hitaasti 3,5-5,0:aan 
20 edullisesti 4,0-4,5 :een. Saostuksessa kaytettava pH riippuu nun. oksidatiivisen sulfi- 
tolyysin asteesta eli mika osa olemassa olevista disulfidisidoksista ja vapaista sulf- 
hydryyliryhmista on sulfonoitu. Saostamiseen kaytetty aika on 10-60 minuuttia, 
esim. 20-40 minuuttia. Saostettujen proteiinien konsentrointi ja pesu tapahtuu mik- 
rosuodattamalla seka erotus suodattamalla nauha- tai rumpusuodattimella tai sentri- 
. 25 fiigoimalla, jolloin tuotteena saadaan proteiinitahnaa. 

Pesu on konsentroinnin yhteydessa tarkeaa, koska siina voidaan poistaa konsentraa- 
tissa oleva laktoosi ja samalla muuntelussa saostuksessa lisatyt ylimaaraiset kemi- 
kaalit ja syntyneet suolat, jotka muutoin jaisivat proteiinivalmisteeseen. 

30 

Lopullinen tuote valmistetaan tahnasta nostamalla sen pH 6-8:aan lisaamalla NaOH- 
:ta ja Ca(OH)2:ta tai NaOH:ta, KOH:ta ja Ca(OH)2:ta sopivassa suhteessa. Kalsiu- 
min lisaaminen eristettyihin heraproteiineihin palauttaa niiden alkuperaisen kalsi- 
umtasapainon seka parantaa niiden geeliytymisominaisuuksia. Saostekonsentraatti 
35 on myds kuivattavissa suihkekuivaimella, jolloin tuote on kuiva jauhe. Pestyn 
saostuman pH on nostettava 6-8:aan ennen kuivaamista kayttamalla edella mai- 
nittuja emaksia, milla saadaan samat ominaisuudet myos kuivatulle tuotteelle. 
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Saostettuja proteiineja konsentroitaessa mikrosuodatuksella syntynyt suodos kon- 
sentroidaan ja pestaan ultrasuodattamalla. Pestyn konsentraatin pH saadetaan 
6-8:aan kayttamalla edella mainittuja emaksia ja kuivataan suihkekuivaimella jau- 
heeksi. 

5 

Seuraavat esimerkit kuvaavat edella esitettya keksintda. 
Esimerkki 1 

Separoitua tuoretta edam-juuston valmistuksessa syntynytta esiheraa, jonka proteii- 
10 nipitoisuus oli 0,60 % (proteiinityppi x 6,38) ja kokonaistypen (muutkin typpiyhdis- 
teet) mukaan laskettu proteiinipitoisuus 0,80 %, mikrosuodaiettiin 0,45 ja:n suoda- 
tinkalvolla Millipore Pellicon-laboratoriolaitteistolla. Mikrosuodosta konsentroitiin 
ultrasuodattamalla samalla laitteistolla 10000 D:n ultrasuodatuskalvojen lapi niin, 
etta osa suodoksesta konsentroitiin 4 x.ksi ja osa 8 x:ksi eli konsentraattien lopputi- 
15 lavuudet olivat vastaavista alkutilavuuksista 25 % ja 12,5 %. Vastaavat proteiinipi- 
toisuudet olivat 2,06 paino/tilavuus-% j a 4,01 paino/tilavuus-%. Eristamista varten 
otettiin 4 x:sta herakonsentraattia 1,0 1 2 l:n lasiastiaan. Sita pidettiin lampotilaltaan 
saadettavassa vesihauteessa ja sen sisal toa sekoitettiin tehokkaalla sekoittimella. 
Konsentraatin lampotila saadettiin 35°C:een. Sulfitolyysin kaynnistamiseksi kon- 
20 sentraattiin lisattiin 5,2 g NaHSC>3:a ja pH saadettiin 6,5:een lisaamalla NaOH:ta. 
Seosta sekoitettiin ja reaktio sai jatkua 30 minuuttia. Sen jalkeen seokseen lisattiin 
KBr03:a 1,0 g. pH pidettiin edelleen 6,5:ssa. Hapetusreaktio kesti 15 minuuttia. 
Taman jalkeen proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,40:een lisaamalla seokseen 
HC1. Saostumaa sekoitettiin viela 30 minuuttia. 

25 

Saostuma erotettiin sentrifiigoimalla Sorvall RC-5B-sentrifugissa 10000 kierr./min 
30 minuuttia. Saostetut proteiinit erottuivat hyvin. Proteiinit pestiin suspendoimalla 
ne tislattuun veteen ja sentrifugoimalla uudelleen. Proteiinimassa oli helposti irtoa- 
vaa ja lohkesi helposti palasiksi. Se varastoitiin kannelliseen lasiastiaan ja pakastet- 

30 tiin. Sentrifugoimalla maaritetty proteiinisaanto oli 3,0 g/100 ml herakonsentraattia. 
Proteiinisaanto maaritettiin sentrifugoimalla 20 ml:n saostemaara + 10 ml tislattua 
vetta 50 ml:n sentrifugiputkissa 30 minuuttia 10000 kierr./min. Sentrifugoinnin jal- 
keen kirkaste kaadettiin pois ja putkia pidettiin ylosalaisin vetta imevalla alustalla 
noin 15 minuuttia irtoveden valuttamiseksi, minka jalkeen ne punnittiin 5-10 mi- 

35 nuutin sisalla. Rinnakkaismaaritysten tulokset olivat hyvin lahella toisiaan. Nain 
saadut tulokset korreloivat hyvin proteiinimaaritysten kanssa, mutta olivat sitoutu- 
neen vesimaaran verran suurempia. Maaritykset olivat huomattavasti nopeampia ja 
helpompia tehda ja siksi niita kaytettiin saantojen maarityksessa. 
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Esimerkki 2 

1,0 1 8 x konsentroitua edellisessa esimerkissa mainittua herakonsentraattia, jonka 
proteiinipitoisuus oli 4,01 %, lammitettiin 45°C:iseksi ja sekoitettiin tehokkaasti. 
Siihen lisattiin NaHS03:a 10,40 g. pH saadettiin 6,5:een. Sulfitolyysin reaktioaika 
5 oli 30 minuuttia. Taman jalkeen seokseen lisattiin KBrC>3:a 2,0 g. pH pidettiin 
edelleen 6,5:ssa. Hapetuksen reaktioaika oli 15 minuuttia. Hapetusajan paatyttya 
proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,45:een HCl:lla. Seosta sekoitettiin viela 30 mi- 
nuuttia saostuksen loppuunsaattamiseksi. 

10 Proteiinit erotettiin ja pestiin sentrifugoimalla kuten esimerkissa 1. Proteiinit olivat 
helposti irtoavia ja lohkottavissa helposti palasiksi. Eristetty proteiinimassa pakas- 
tettiin kannellisessa lasiastiassa myohempaa kayttoa varten. Sentrifugoimalla maari- 
tetty proteiinisaanto oli 8,0 g/ 100 ml herakonsentraattia. 

15 Esimerkki 3 

Esimerkki l:ssa selostetulla tavalla 4 x konsentroitua edam-juuston valmistuksessa 
syntynytta ja separoitua esiheraa, jonka proteiinipitoisuus oli 1,92 %, otettiin 1,0 1 ja 
lammitettiin 35°C:een sekoittaen tehokkaasti. Konsentraattiin lisattiin NaHS03:a 
5,2 g. pH saadettiin ja pidettiin 6,5:ssa. Reaktioaika oli 30 minuuttia. Sulfitolyysi- 

20 reaktion jalkeen seokseen lisattiin Ca02:ta (lxper 60 C, Peroxid Chemie GmbH, 
Saksa; aktiivisen hapen maara noin 13,3 %) 2,2 g. pH pidettiin edelleen 6,5:ssa. 
Hapetusaika oli 15 minuuttia, jona aikana seosta sekoitettiin tehokkaasti. Hapetuk- 
sen jalkeen proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,45:een HCl:lla. Sekoitusta jatket- 
tiin viela 15 minuuttia. Proteiinit erotettiin ja pestiin seka varastoitiin kuten esimer- 

25 kissa 1. Eristetty proteiinimassa oli pehmeaa, haurasta eika helposti levitettavissa. 
Sentrifugoimalla maaritetty proteiinisaanto oli 1,75 g/ 100 ml herakonsentraattia. 

Esimerkki 4 

Esimerkki 3:ssa valmistetuista herakonsentraateista otettiin 1,0 1 8 x vakevoitya kon- 
30 sentraattia, jonka proteiinipitoisuus oli myos 4,01 %. Konsentraatti lammitettiin 

45°C:een ja sekoitettiin tehokkaasti. Siihen lisattiin 10,40 g NaHSC>3:a. pH saadet- 
tiin ja pidettiin 6,5:ssa. Reaktioaika oli 30 minuuttia. Taman jalkeen seokseen lisat- 
tiin Ca02:ta (lxper 60 C, Peroxid Chemie GmbH, Saksa) 4,3 g. pH pidettiin edel- 
leen 6,5:ssa. Hapetusaika oli 15 minuuttia. Hapetuksen jalkeen proteiinit saostettiin 
35 laskemalla pH 4,45 :een HCl:lla. Sekoitusta jatkettiin viela 15 minuuttia. Proteiinit 
erotettiin ja pestiin seka varastoitiin kuten esimerkissa 1. Proteiinimassa oli pehme- 
ahkoa ja haurasta eika levityskelpoista. Sentrifugoimalla maaritetty proteiinisaanto 
oli 8,85 g/100 ml herakonsentraattia. Proteiinimassasta otettiin kaksi noin 10 g:n 
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naytetta, joista toisen pH nostettiin noin 6,5:een lisaamalla 1,0 N NaOHrta 0,4 ml:a 
ja sekoittamalla hyvin ja toiseen lisattiin 1,0 N NaOH:ta 0,25 ml ja 0,15 ml kyllas- 
tettya Ca(OH)2:ta. pH:n noston jalkeen ensimmainen nayte oli pehmeaa, levitetta- 
vaa, ei kokkareista eika tarttuvaa. Toinen nayte oli edellista vahan jaykempi mutta 
5 levitettavaa, ei kokkareista eika tarttuvaa. 

Esimerkki 5 

Separoitua tuoretta edam-juuston valmistuksessa syntynytta esiheraa, jonka proteii- 
nipitoisuus oli 0,59 % mikro- ja ultrasuodatettiin samoilla laitteilla ja saman ohjel- 
10 man mukaan kuin esimerkissa 1 8 x:ksi ja 16 x:ksi, jolloin niiden proteiinipitoisuu- 
det olivat vastaavasti 3,92 % ja 7,00 %. 1,0 1 8 x konsentroitua herakonsentraattia 
proteiinipitoisuudeltaan 3,92 % lammitettiin 45°C:iseksi ja sita sekoitettiin jatku- 
vasti. 

15 Siihen lisattiin Na2S2C>5:ta 9,50 g. pH saadettiin 6,5:een NaOH:lla. Sulfitolyysin 
reaktioaika oli 15 minuuttia. Taman jalkeen seokseen lisattiin Ca02:ta 4,30 g. pH 
saadettiin 5,5:een ja hapetuksen reaktioaika oli 30 minuuttia. Hapetuksen paatyttya 
seoksen pH laskettiin 4,0:aan HCl:lla proteiinien saostamiseksi. Saostumaa sekoi- 
tettiin viela 15 minuuttia. Saoste mikrosuodatettiin 0,45 p,:n kalvolla samalla Milli- 

20 poren laboratoriolaitteella, jolla herakin kasiteltiin ja konsentroitiin noin 2 x:ksi. 
Suodatus sujui nopeasti ja suodos oli kirkas, mika osoitti, ettei saostuneita proteii- 
neja tullut suodatuskalvon lapi. Konsentraatti pestiin kaksi kertaa omalla tilavuu- 
della tislattua vetta. Konsentraatin pH nostettiin 6,5:een. Konsentraatin kuiva-aine- 
pitoisuus ja tuhka oli noin 30 % alkuperaisesta pitoisuudesta, mika oli tarkoituskin. 

25 Konsentraatti kylmakuivattiin ja sailytettiin kylmiossa myohempaa kayttoa varten. 
Suodoksesta tehtiin HP LC :11a maaritys heran proteiinien maarasuhteiden sailymi- 
sesta saostamisen ja eristamisen jalkeen. Sentrifiigoimalla maaritetty proteiinisaanto 
oli 9,3 g/ 100 ml herakonsentraattia. 

30 Esimerkki 6 

1,0 1 edellisessa esimerkissa mainittua 8 x konsentroitua herakonsentraattia, jonka 
proteiinipitoisuus oli 3,93 %, lammitettiin 45°C:iseksi ja sekoitettiin jatkuvasti. 
Siihen lisattiin Na2S205:ta 9,5 g ja pH saadettiin 6,5:een NaOH:lla. Sulfitolyysi 
kesti 15 minuuttia. Taman jalkeen lisattiin seokseen hapettimena Ca02^a 2,2 g ja pH 
35 saadettiin 5,5:een. Reaktioaika oli 30 minuuttia. Proteiinit saostettiin laskemalla pH 
4,0:aan HCl:lla. Seosta sekoitettiin viela 15 minuuttia. Saoste konsentroitiin mikro- 
suodatuksella 2 x:ksi ja pestiin kaksi kertaa omalla tilavuudella tislattua vetta kuten 
edellisessa esimerkissa. Saostekonsentraatin pH nostettiin 6,j5:een. Sen kuiva-aine- 
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pitoisuus aleni alkuperaisesta noin 31 /o:iin. Saostekonsentraatti kylmakuivattiin ja 
sailytettiin kylmiossa. Mikrosuodatuksen suodosta konsentroitiin noin 2 x ultrasuo- 
dattamalla 10000 D:n kalvolla Milliporen laboratoriolaitteella, kuten esimerkeissa 
kaytettyja herakonsentraatteja valmistettaessa. Suodoskonsentraatti pestiin kaksi 
5 kertaa omalla tilavuudella tislattua vetta, minka jalkeen sen pH nostettiin 6,4:aan. 
Konsentraatin kuiva-ainepitoisuus pieneni alkuperaisesta noin 3 1 %:iin. Konsen- 
traatti kylmakuivattiin sailytysta varten. Saosteen mikrosuodoksesta tehtiin HPLC- 
:11a maaritys heran proteiinien maarasuhteiden sailymisesta kasittelyn ja saostuksen 
jalkeen. Verrattaessa tuloksia edellisen esimerkin tuloksiin huomattiin proteiinien 
10 maarasuhteiden muuttuvan erilaisen kasittelyn tuloksena. Erilaisella kasittelylla voi- 
daan vaikuttaa proteiinisaantoihin ja myos vaikuttaa saosteen ja suodoksen proteii- 
nien maarasuhteisiin. Sentrifiigoimalla maaritetty proteiinisaanto oli 8,1 g/ 100 ml 
herakonsentraattia. 



15 Esimerkki 7 

1,0 1 esimerkissa 5 mainittua 16 x konsentroitua herakonsentraattia, jonka proteii- 
nipitoisuus oli 7,0 %, lammitettiin 45°C:een samalla sekoittaen. Siihen lisattiin 
Na2S03:a 12,6 g. pH saadettiin 6,5:een. Sulfitolyysixi reaktioaika oli 15 minuuttia. 
Taman jalkeen seokseen lisattiin CaC>2:ta 4,3 g. pH saadettiin 6,0:aan. Hapetusaika 
20 oli 30 minuuttia. Proteiinit saostettiin laskemalla pH 4,0:aan. Sekoitusta jatkettiin 
viela 15 minuuttia saostuksen loppuunsaattamiseksi. Proteiinit erotettiin ja pestiin 
sentrifugoimalla kuten esimerkissa 1. Eristetty proteiinimassa pakastettiin kannelli- 
sessa lasiastiassa myohempaa kayttoa varten. Sentrifugoimalla maaritetty proteiini- 
saanto oli 12,0 g/ 100 ml herakonsentraattia. 
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Patenttivaatimukset 

1. Menetelma proteiinien eristamiseksi herasta, jossa 

a) saatetaan hera tai sen konsentraatti, sulfiitti-ioneja muodostava reagenssi ja ha- 
petin kosketukseen heraproteiinin sulfonoimiseksi eli sulfitolysoimiseksi ja hapetta- 

5 miseksi, 

b) saostetaan sulfitolysoitu ja hapetettu heraproteiini herasta tai sen konsentraatis- 
ta happamassa pH:ssa ja 

c) otetaan saostunut sulfitolysoitu j a hapetettu heraproteiini talteen tuoteseoksesta 
ja suoritetaan sille mahdollinen jalkikasittely, 

10 tunnettu siita, etta vaiheessa a) kaytetaan hapettimena elintarvikelaatuista hapetta- 
vaa yhdistetta oleellisesti ilman katalysaattoria ja sellaista valilla 25-55°C olevaa 
lampotilaa, jossa hapettava yhdiste reagoi suoraan sulfitolysoidun heraproteiinin 
. kanssa. 

15 2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vaiheessa a) 
kaytetaan herakonsentraattia, jonka vakevyys on 4-16-kertainen, edullisesti noin 8- 
kertainen verrattuna heraan, jolloin sen heraproteiinipitoisuus on edullisesti noin 2-7 
paino/tilavuus-%, edullisesti noin 4 paino/tilavuus-%. 

20 3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vaiheessa 
a) kaytetaan sulfiitti-ioneja muodostavana reagenssina alkalimetallin tai maa-alkali- 
metallin sulfiittia, vetysulfiittia ja/tai metabisulfiittia, edullisesti natriumsulfiittia, nat- 
riumvetysulfiittia ja/tai natriummetabisulfiittia, edullisimmin natriumvetysulfiittia. 

25 4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vai- 
heessa a) sulfiitti-ioneja muodostavan reagenssin pitoisuus on sellainen, etta sulfiitin 
konsentraatio sulfitolyysiseoksessa on valilla noin 0,02-0,20 M, edullisesti 0,05- 
0,1 M. 

30 5. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaiheessa a) kaytetaan elintarvikelaatuisena hapettavana yhdisteena elintarvikelaa- 
tuista peroksidiyhdistetta ja/tai halogenaattia, edullisesti vastaavasti kalsiumperok- 
sidia Ca02 ja/tai kaliumbromaattia KB1O3. 

35 6. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaiheessa a) elintarvikelaatuisen hapettavan yhdisteen pitoisuus on valilla noin 
0,01 * O a kt. - 0,15 • O^t. paino/tilavuus-%, jossa O a kt tarkoittaa yhdisteen aktii- 
visen hapen pitoisuutta. 
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7. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaihe a) suoritetaan pH:ssa noin 5,0-8,5. 

8. Jonkin edellisen patenttivaatimiiksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
5 vaihe a) suoritetaan lampotilassa noin 30-50°C. 

9. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaihe a) suoritetaan kahdessa alivaiheessa siten, etta: 

aj) saatetaan hera tai sen konsentraatti kosketukseen sulfiitti-ioneja muodostavan 
10 reagenssin kanssa heraproteiinin sulfitolysoimiseksi ja 

a2) saatetaan vaiheen aj) sulfitolysoitu heraproteiini kosketukseen elintarvikelaa- 
tuisen hapettavan yhdisteen kanssa sulfitolysoidun heraproteiinin hapettamiseksi. 

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta alivaihe aj) 
15 suoritetaan pHrssa noin 6,0-7,5, edullisesti pH:ssa 6,5-7,0. 

11. Patenttivaatimuksen 9 tai 10 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta alivai- 
heen ai) sulfitolyysi suoritetaan noin 10-50 minuutissa. 

20 12. Jonkin patenttivaatimuksen 9-1 1 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta ali- 
vaihe a2) suoritetaan pHrssa noin 5,0-7,0, edullisesti pHrssa noin 5,5-6,5. 

13. Jonkin patenttivaatimuksen 9-12 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta ali- 
vaiheen a2) hapetus suoritetaan noin 15-60 minuutissa. 

25 

14. Jonkin patenttivaatimuksen 9-13 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta ali- 
vaiheessa ai) ja a2) kaytetaan oleellisesti samaa eli vaiheen a) lampotilaa. 

15. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
30 vaiheessa b) saostetaan sulfitolysoitu ja hapetettu heraproteiini kayttamalla pH-ar- 

voa noin 2,5-6,5, edullisesti pH-arvoa 3,0-5,0. 

16. Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vaiheessa b) 
saostetaan lampotilassa 25-55°C, edullisesti lampotilassa 30-50°C. 

35 

17. Patenttivaatimuksen 15 tai 16 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vai- 
heessa b) kaytetaan hidasta pH-arvon saatamista mainittuun saostus-pH-arvoon. 
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18. Patenttivaatimuksen 15, 16 tai 17 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
pH-arvon saato siirryttaessa vaiheen a) sulfitolyysista ja hapetuksesta vaiheen b) sa- 
ostukseen tapahtuu 10-40 minuutin aikana. 

5 19. Jonkin patenttivaatimuksen 15-18 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaiheen b) pH:n saadon jalkeen suoritetaan seoksen sekoitus, joka edullisesti kestaa 
noin 10-60 min. 

20. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, 
10 etta vaiheen vaiheen b) saostus tehdaan vuorotellen vahintaan kahdessa astiassa, 

edullisesti siten, etta seka vaiheen a) sulfitolyysi ja hapetus etta vaiheen b) saostus 
tehdaan mainitussa vahintaan kahdessa reaktorissa vuorotellen, jolloin toista reakto- 
ria tyhjennetaan ja taytetaan uudelleen, kun toisessa reaktorissa suoritetaan sulfito- 
lyysi, hapetus ja saostaminen. 

15 

21. Jonkin edellisen patenttivaatimuksen mukainen menetelma, tunnettu siita, etta 
vaiheessa c) konsentroidaan ja pestaan vaiheessa b) saostettu sulfitolysoitu ja hape° 
tettu heraproteiini, edullisesti mikrosuodatuksen avulla. 

20 22. Patenttivaatimuksen 21 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vaiheen c) 
mikrosuodatuksen suodokseen proteiinit konsentroidaan j a pestaan ultrasuodatta- 
malla seka erotetaan suihkekuivauksella. 

23. Patenttivaatimuksen 2 1 tai 22 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vai- 
25 heessa c) saostekonsentraatista poistetaan vesi sentrifugoimalla tai suodattamalla, 

edullisesti nauha- tai rumpusuodattimella, jolloin tuloksena saadaan proteiinitahnaa. 

24. Patenttivaatimuksen 23 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vaiheessa c) 
proteiinitahnan pH nostetaan arvoon 6-8 emaksella tai emasseoksella, joka edulli- 

30 sesti on NaOH tai NaOH:n, Ca(OH>2:n ja KOH:n seos, jolloin Ca(OH)2:n maara 
edullisesti on sellainen, etta se korvaa vahintaan alkuperaisen Ca:n maaran. 

25. Patenttivaatimuksen 21 mukainen menetelma, tunnettu siita, etta vaiheessa c) 
suoritetaan saostekonsentraatin kuivaus suihkukuivauksella, jolloin saostekonsent- 

35 raatin pH on edullisesti saadetty sita ennen arvoon 6-8 emaksella tai emasseoksella, 
joka edullisesti on sama kuin mita patenttivaatimuksessa 24 on ilmoitettu. 
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Patentkrav 

1. Fdrfarande for isolering av proteiner ur vassla, dar 

a) vassla eller ett koncentrat darav, ett sulfitjon bildande reagens och en oxide- 
rande forening bringas i kontakt for sulfonering, mao. sulfitolys och oxidation av 
vassleproteinet, 

b) det sulfitolyserade och oxiderade vassleproteinet utfalles ur vasslan eller ett 
koncentrat darav vid sur pH och 

c) det utfallda sulfitolyserade och oxiderade vassleproteinet tillvaratages ur pro- 
duktblandningen och utsattes eventuellt for efterbehandling, 

kannetecknat av att i steg a) anvandes som oxidationsmedel en oxiderande forening 
av livmedelskvalitet vasentligen utan katalysator och en temperatur mellan 25 och 
55°C, vid vilken temperatur den oxiderande foreningenjomsattes direkt med det sul- 
fitolyserade vassleproteinet. 

2. Fdrfarande enligt patentkrav 1, kannetecknat av att i steg a) anvandes ett vass- 
lekoncentrat, vars koncentration ar 4-16-faldig, foretradesvis cirka 8-faldig i jam- 
fdrelse med vasslan, varvid dess vassleproteinhalt ar foretradesvis cirka 2-7 vikt/- 
volym-%, foretradesvis cirka 4 vikt/volym-%. 

3. Fdrfarande enligt patentkrav 1 eller 2, kannetecknat av att i steg a) anvandes 
som sulfiltjonbildande reagens ett sulfit, vatesulfit och/eller metabisulfit av en alkali- 
metall eller en alkalisk jordartsmetall, foretradesvis natriumsulfit, natriumvatesulfit 
och/eller natriummetabisulfit, heist natriumvatesulfit. 

4. Fdrfarande enligt patentkrav 1, 2 eller 3, kannetecknat av att i steg a) ar 
koncentrationen av det sulfitjonbildande reagenset sadan, att sulfitkoncentrationen i 
sulfitolysblandningen ar mellan cirka 0,02 och 0,20 M, foretradesvis 0,05-0, 1 M. 

5. Fdrfarande enligt nagot av de fdregaende patentkraven, kannetecknat av att i 
steg a) anvands som den oxiderande fdreningen av livsmedelskvalitet en peroxidfdr- 
ening och/eller ett halogenat av livsmedelskvalitet, foretradesvis respektive kalcium- 
peroksid CaC>2 och/eller kaliumbromat KBr03. 

6. Fdrfarande enligt nagot av de fdregaende patentkraven, kannetecknat av att i 
steg a) ar halten av den oxiderande fdreningen av livsmedelskvalitet mellan cirka 

• - 0,15 • Oakt vikt/volym-%, dar betecknar halten aktivt syre hos 

fdreningen. 
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7. Forfarande enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknat av att 
steg a) genomfdrs vid ett pH-varde av cirka 5,0-8,5. 



8. Forfarande enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknat av att 
5 steg a) genomfdrs vid en temperatur av cirka 30-50°C. 



9. Forfarande enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknat av att 
steg a) genomfors i tva understeg sa, att: 

ai) vasslan eller ett koncentrat darav bringas i kontakt med det sulfitjonbildande 
10 reagenset for sulfitolysering av vassleproteinet och 

a2) det i steg sulfitolyserade vassleproteinet bringas i kontakt med den oxide- 
rande foreningen av livsmedelskvalitet for oxidering av det sulfitolyserade vassle- 
proteinet. 

15 10. Forfarande enligt patentkrav 9, kannetecknat av att understeget aj) genomfors 
i ett pH av cirka 6,0-7,5, foretradesvis ett pH av 6,5-7,0. 

11. Forfarande enligt patentkrav 9 eller 10, kannetecknat av att sulfitolyseringen i 
understeget aj) genomfors pa 10-50 minuter. 

20 

12. Forfarande enligt nagot av patentkraven 9-11, kannetecknat av att understeget 
a2) genomfdrs vid ett pH av cirka 5,0-7,0, foretradesvis ett pH av cirka 5,5-6,5. 

13. Forfarande enligt nagot av patentkraven 9-12, kannetecknat av att oxideringen 
25 i understeget a2) genomfors pa 15-60 minuter. 

14. Forfarande enligt nagot av patentkraven 9-13, kannetecknat av att i stegen aj) 
och a2) anvandes vasentligen samma, mao. stegets a) temperatur. 

30 15. Forfarande enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknat av att i 
steg b) utfalles det sulfitolyserade och oxiderade vassleproteinet genom anvandning 
av ett pH-varde av cirka 2,5-6,5, foretradesvis ett pH-varde av 3,0-5,0. 

16. Forfarande enligt patentkrav 15, kannetecknat av att i steg b) genomfors ut- 
35 fallningen vid temperaturen 25-55°C, foretradesvis temperaturen 30-50°C. 

; 17. Forfarande enligt patentkravet 15 eller 16, kannetecknat av att i steg b) an- 

vands en langsam reglering av pH-vardet till namnda pH-varde for utfallningen. 



20 
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18. Forfarande enligt patentkrav 15, 16 eller 17, kannetecknat av art regleringen 
av pH-vardet vid overgang fran stegets a) sulfitolys och oxidering till stegets b) ut- 
fallning sker under 10-40 minuter. 

5 19. Forfarande enligt nagot av patentkraven 15-18, kannetecknat av att efter 

stegets b) reglering av pH-varde genomfors en blandning, som foretradesvis racker i 
10-60 min. 

20. Forfarande enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknat av att 
10 stegets b) utfallning genomfors turvis i atminstone tva karl, foretradesvis sa, att sa- 
val stegets a) sulfitolys och oxidation som stegets b) utfallning genomfors i namnda 
atminstone tva reaktorer turvis, varvid den ena reaktonvtommes och aterfylles, da 
den andra reaktorn utnyttjas for sulfitolys, oxidation och utfallning. . 

15 21. Forfarande enligt nagot av de foregaende patentkraven, kannetecknat av att i 
steg c) koncentreras och tvattas det i steg b) utfallda sulfitolyserade och oxiderade 
vassleproteinet, foretradesvis medelst mikrofiltrering. 

22. Forfarande enligt patentkrav 21, kannetecknat av att proteinerna hos det 
20 filtrat, som erhallits ur stegets c) mikrofiltrering, koncentreras och tvattas medelst 

ultrafiltrering och separeras medelst spraytorkning. 

23. Forfarande enligt patentkrav 21 eller 22, kannetecknat av att i steg c) avlags- 
nas vattnet ur utfallningskoncentratet genom centrifugering och filtrering, foretra- 

25 desvis med hjalp av ett band- eller trumfilter, varvid proteinpasta erhalls som pro- 
dukt. 

24. Forfarande enligt patentkrav 23, kannetecknat av att i steg c) hojes protein- 
pastans pH till ett varde av 6-8 medelts en bas eller basblandning, som foretradesvis 

30 ar NaOH eller en blandning av NaOH, Ca(OH)2 eller KOH, varvid mangden 
Ca(OH)2 ar sadan, att den ersatter atminstone den ursprungliga mangden Ca. 

25. Forfarande enligt patentkrav 2 1 , kannetecknat av att i steg c) genomfors en 
torkning av fallningskoncentratet medelst spraytorkning, varvid pH-vardet hos fall- 

35 ningskoncentratet foretradesvis darforinnan reglerats till ett varde av 6-8 med en bas 
eller basblandning, som foretradesvis ar densanuna som angetts i patentkravet 24. 



